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RESUMO

A familia Lauraceae é conhecida por apresentar espécies de grande importancia
econdmica, seja pelo uso da madeira ou emprego na culinaria, na medicina popular,
entre outros. O uso de plantas arométicas com propriedades farmacoldgicas é bastante
difundido, em fungdo das atividades antifungica, repelente, antiinflamatdria,
anticolinesterasica, analgésica, entre outras, encontradas em seus Oleos volateis. O
género Aniba é um dos que mais se destaca por apresentar espécies aromaticas de alto
valor comercial, no entanto muito de suas espécies tem sido comercializada
erroneamente pela dificuldade de sua identificacdo. Neste trabalho, os marcadores Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR) foram utilizados para acessar a diversidade genética e
filogenia de A. rosaeodora, A. canelilla e A. paviflora. Os tecidos de 57 acessos foram
obtidos de dois locais Reserva florestal Adolfo Lisboa Ducke em Manaus e Maues.
Foram testados 30 primers aleatdrios, sendo selecionados sete, que geraram um total de
321 fragmentos amplificados, destes 227 foram polimdrficos (86.29%). O nGmero de
alelos observados e o indice de Shannon variaram de 1.3271 a 1.450 e de 0.0931 a
0.0805 respectivamente. A anélise de agrupamento (UPGMA) foi realizada para o
conjunto de dados ISSR. Os resultados ilustram as relacbes genéticas entre as trés
espécies do género Aniba. A menor distancia genética encontrada foi de 0,1041 entre as
populacdes de A. roseadora e A. paviflora. Portanto, as espécies A. roseadora e A.
paviflora apresentam um maior grau de relacionamento genético. Estes resultados
adicionam novas informagBes sobre a diversidade genética em espécies do género
Aniba, consequentemente contribuindo para o conhecimento bioldgico desta espécie e
fornecendo subsidios para futuros programas de melhoramento genético e para

programas de conservacdo dessas espécies.

Palavras chave: Diversidade Genética, Marcadores Moleculares ISSR e Aniba.
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ABSTRACT

The Lauraceae family is known to have species of great economic importance,
either by its your wood or for its your use in cooking, in folk medicine, among others.
The use of aromatical herbs with pharmacological properties is quite widespread,
because of known effects like antifungal activity, insect repellent, antiinflammatory,
anticholynesterase activities, analgesic, among others, is found in volatile oils. The
genus Aniba is one that stands out by having more aromatic species of high commercial
value, however much of its species has been falsely marketed by the difficulty of their
identification. In this work, inter Simple Sequence repeats (ISSR) markers were used to
assess the genetic variability end phylogeny of A. rosaeodora, A. canelilla end A.
parviflora. Vegetative tissues of 57 accessions were obtained from two locations in
Reserva florestal Adolfo Lisboa Ducke in Manaus and Maués. They are tested 30
aleatory primers and selected seven, that generated 321 amplified fragments, from those
227 showed polymorphism (86.29%). The number of observed alleles and index
Shannon ranged from 1.3271 to 1.450 and 0.0931 to 0.0805 respectively. Cluster
analyses (UPGMA) were performed from ISSR date set. The results illustrate the
genetic relationship among the three species of the genus Aniba. The smallest genetic
distance of 0.1041 was found between populations of A. roseadora and A. parviflora.
Therefore, the species A. roseadora and A. parviflora present a greater degree of genetic
relationship. These results add new information regarding the genetic diversity in
species of the genus Aniba, thus contributing towards the biological knowledge of this

species, and providing with subsides for future breeding and conservation program.

Keys Word: Genetic diversity, Molecular markers, ISSR and Aniba
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1. Introducéo

A familia Lauraceae é composta por arvores ou arbustos didicos ou mondicos com
folhas alternas, raramente opostas, sem a presenca de estipulas. A inflorescéncia
geralmente é axilar e flores em geral pequenas unissexuadas, bissexuadas ou poligamas
com fruto bacaceo ou nucdide, de semente Unica com ou sem cupula. Composta por 50
géneros e cerca de 2.500 espécies, amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais, sendo que no Brasil ocorrem 22 géneros e 390 espécies. Dentre eles o
género Aniba destaca-se por apresentar muitas espécies aromaticas, de onde sdo
extraidos 6leos volateis de grande importancia, na inddstria farmacéutica e de perfumes,
obtidos a partir de Aniba rosaeodora, que tem como constituinte majoritario o alcool
terpenico linalol.

Desde o inicio do século passado, as espécies deste género vem sendo usadas de
modo ndo sustentavel e em larga escala, levando o IBAMA a inclui-las na lista de
espécies em perigo de extin¢do. Algumas acBes tém contribuido para a falta de
sustentabilidade da cadeia produtiva deste 6leo, a comegar pela retirada indiscriminada
de &rvores que vem reduzindo de forma dréstica as populag@es naturais, em muitas areas
da Amazonia.

A reducdo drastica no tamanho das populagdes através do corte seletivo, pode
levar a deriva genética, caracterizada pela perda e fixacdo aleatéria de alelos e ao
aumento da endogamia e do parentesco dentro das populagcdes. A deriva genética pode
invibializar os programas de manejo, pela reducdo da capacidade adaptativa,
reprodutiva e produtiva das espécies. As alteracfes na distribuicdo espacial dos
individuos dentro das populacbes também podem levar & mudangas na densidade e no

comportamento dos polinizadores, gerando alterages nos niveis de cruzamento, como o



aumento da autofecundagdo e consequentemente, a endogamia. Dessa forma, € de suma
importancia conhecer melhor as espécies da regido por meio de estudos de diversidade
genética, estrutura genética populacional e caracterizacdo fenotipica de caracteres de
interesse econdmico, entre outros. Uma alternativa tecnoldgica é a utilizacdo de
ferramentas da biotecnologia que permitem, por exemplo, conhecer a variabilidade
genética das espécies. Dentre essas, destaca-se 0s marcadores moleculares, ISSR (Inter
Simple Sequence repeat), que sdo tecnicamente acessiveis, gerando um grande nimero
de marcadores polimarficos.

Diante disso, estudar as espécies do género Aniba (Aniba rosaeodora, Aniba
canellila e Aniba parviflora) quanto a variabilidade genética, faz-se necesséario, pois
estas possuem um valor importante para a regido. O conhecimento das espécies

constituird numa relevante forma de contribuicdo para que sejam tracadas estratégias

adequadas de conservacdo e melhoramento dessas espécies.

2. Objetivo Geral

Investigar a similaridade genética entre trés espécies do género Aniba, presentes na

reserva Florestal Adolfo Lisboa Ducke, a partir de marcadores moleculares ISSR.

2.1. Objetivos especificos

1. Elaborar um protocolo eficaz para extracdo de DNA de Aniba rosaeodora, Aniba

canellila e Aniba parviflora , em quantidade e qualidade adequada para realizacédo de

PCR.



2. Selecionar marcadores de ISSR para o estudo de diversidade genética no género
Aniba;

3. Inferir sobre a similaridade genética entre: Aniba rosaeodora, Aniba canellila e
Aniba parviflora;

4. Desenvolver protocolos de identificagdo molecular para a espécie A. rosaeodora.

3. Reviséo Bibliografica

3.1. O género Aniba

O género Aniba pertence a familia Lauraceae, suas espécies destacam-se pelo
alto valor econdmico, devido a constituicdo do dleo essencial, encontrado em grande
quantidade, principalmente, no lenho e na casca. E constituido por 41 espécies
neotropicais (MABBERLEY, 1990). E a fitoquimica de 18 destas espécies é
suficientemente conhecida para permitir a classificacdo sistematica baseada em
compostos secundérios (GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981). Podem ser divididas em trés
grupos, de acordo com a natureza quimica do constituinte predominante no 6leo
essencial: o grupo do linalol (A. roseodora, A. duckei); o grupo do benzoato (A. fragans,
A. firmula, A. gardneri (Meiss.) Mez, A. burchelli Kosterm, A. parviflora, A. permolis
(Nees) Mez, A. guianensis Aubl.) e o grupo do alibenzeno (A. canellila, A.
hostmanniana (Nees) Mez, A. pseudocoto (Reesby) Kosterm) (MORAES et al., 1972;
GOTTLIEB et al., 1981). A espécie A. burchelli apresenta, além do benzoato de
benzila, alto teor de alibenzenos e até um propenilbenzeno (ALVARENGA et al.,1977).
Cabe ressaltar que o Benzoato de benzila foi anteriormente localizado em C. zeylanicum

(GOTTLIEB, 1972) e O. teleiandra (NAVES et al., 1961).



Desde o inicio do século passado, o 6leo essencial, principalmente, de Aniba
rosaeodora Ducke, tem sido usado de modo ndo sustentivel e em larga escala, para a
producdo de linalol e fragrancias para a industria de perfumaria, levando o IBAMA a
inclui-lo na lista de espécies em perigo de extingdo (ALENCAR & FERNANDES 1978;
CLAY etal., 1999).

O Pau-rosa € uma espécie nativa da regido amazdnica, seu 6leo essencial €
volatil e de grande interesse econdmico, tradicionalmente, extraido da madeira e
amplamente utilizado pelas inddstrias de perfumaria e cosméticos. A derrubada
sistematica da arvore da floresta nativa tem conduzido a diminuicdo acentuada do
numero de individuos nas populagdes naturais (MAY & BARATA, 2004). Estudos
comprovaram que outras espécies de lauriceas tém sido coletadas em lugar de A.
rosaeodora, propositadamente, ou por acidente, pois a identificacdo botanica desta
espécie é dificil, devido sua forte semelhanga com outras espécies do género, como A.
parviflora (Louro-rosa). Amostras extraidas de populagdes distintas demonstraram uma
gama de variedades de aromas obtido pela extracdo do dleo, sugerindo variagdo
genética da matéria-prima ou adulteracdo do 6leo com outras espécies de Aniba.
Diversas fontes sugerem que outras espécies do género Aniba estdo sendo usadas pela
inddstria para “incrementar” a venda de 6leo essencial, produzindo 6leo de pau-rosa de
qualidade inferior, mas isso ndo seria tdo vendavel quanto o 6leo de pau-rosa puro
(MAY & BARATA, 2004). Os autores relatam também a existéncia de trés tipos de
variedades de “pau-rosa” os chamados Ecotipos, e essa classificacdo baseia-se na
coloracdo do lenho: “pau-rosa mulatinho™, que é mais escuro, de densidade elevada, e
que submerge quando as toras sdo cortadas e atiradas na 4gua; “pau-rosa itatiba”, de cor
amarelada, menos denso, e “pau-rosa imbadba”, muito leve e quase branca. O primeiro

€ mais rico em esséncia e o ultimo, mais pobre.



Portanto, faz-se necesséria a realizagdo de estudos para caracterizacdo genética
entre as espécies deste género, para que fique assegurada a identidade e integridade do
6leo de pau-rosa, bem como, o desenvolvimento de protocolos de identificagdo com a
utilizagdo de marcadores moleculares, que possam auxiliar a identificacdo para
posteriores coletas, estruturacdo de plantios bem como, no melhoramento genético das
espécies.

Outras especies, como A. canelilla e A. parviflora popularmente conhecidas
como Preciosa e Louro-rosa respectivamente, também séo usadas na perfumaria. Porém,
esta Ultima, é de ocorréncia muito rara, 0 que restringe sua exploragdo. Dentre as
espécies de uso medicinal estd a Aniba canelilla, cujo 6leo é utilizado na indUstria de
cosmético e perfumaria. Na regido Amazonica, a infusdo da casca da Preciosa tem sido
utilizada para o tratamento de diarréia, peitoral, antiespasmddico e estimulante do
sistema nervoso (CORREA, 1984; Martins, 1989). O uso principal da preciosa é a
extracdo do 6leo a partir da madeira, galhos e folhas (ALMEIDA, 1993; LIMA et al.,
2004). Analise do conteudo do 6leo destilado de individuos adultos apresentou 71,2%
de nitrofeniletano (folhas) e 68,2% nos galhos finos (LIMA et al., 2004). Aniba
parviflora também é amplamente utilizada na medicina, o 6leo da semente tem
aplicacdo em veterindria como vermifugo, e usa-se a madeira em construcdes e
marcenaria (MARQUES, 2001, WANDERLEY et al., 2003).

Apesar da grande importancia econbmica do género Aniba para a regido sdo
poucos 0s estudos genéticos realizados neste género. Contim et al, (2005) apresentaram
informacGes sobre o tamanho do genoma (2,36 picogramas de DNA) e revelaram a
estrutura cariotipica (24 cromossomos). Santos et al (2007) fizeram estudos com a
aplicacdo de marcadores moleculares para determinacdo da diversidade genética em

populacdes, onde segundo os autores foi possivel detectar um padrdo de estruturacéo



“em cline” das populagdes por eles analisadas, devido a interagcdo de fluxo génico e
distancia geografica. Outros estudos foram relacionados a filogeografia e filogenia para
a familia Lauraceae, incluindo espécies do género Aniba (ROHWER, 2000;

CHANDERBALLI et al., 2004).

3.2. Variabilidade genética em populacdes vegetais naturais

A variabilidade genética é a condicdo principal para a evolucdo, sendo sua
amplitude e distribuicdo de interesse fundamental para o conhecimento do potencial
para as mudancas evolutivas e a existéncia da capacidade adaptativa das espécies de
plantas e suas populacfes. A diversidade genética pode ser mensurada em varios niveis,
como as diferencas entre espécies, diferencas entre populagdes da mesma especie,
diferencas entre partes da mesma populagdo e diferengas entre individuos nas
populagdes (SILVERTOWN & DOUST, 1993; ZUCCHI et al., 2005; CONTE et al.,
2008).

As populacBes com pequena variabilidade genética estdo em maior risco de
extingdo do que aquelas populagdes com maior variabilidade genética (O’BRIEN &
EVERMANN, 1988). A perda da variabilidade genética é o topico central da
conservacdo genética. Os conservacionistas acrescentam que o declinio na variacéo
genética pode inibir no futuro a adaptacdo do organismo as mudangas ambientais e
consequentemente limitar seu potencial evolucionério, podendo levar essas popula¢des
a um possivel risco de extingdo (AVISE, 1994; EIRA et al., 2004).

Os resultados de quantificacdo da variabilidade genética podem sofrer influéncia
da metodologia empregada. O uso de marcadores isoenziméaticos fornecem melhor a

caracterizagdo fenotipica das espécies, enquanto as técnicas que utilizam marcadores



moleculares em nivel do DNA, ddo uma melhor caracterizacdo genotipica (WESING et
al., 2004; ZUCCHI et al., 2005). O conhecimento dos padrdes de distribuicdo da
variabilidade genética dentro e entre populagbes naturais garante o estabelecimento de
préticas conservacionistas efetivas e eficientes para a aplicacdo de técnicas de manejo
nas florestas e para o estabelecimento de agdes de conservagdo in situ (FRANKEL,;
BROWN & BURDON, 1998; KAGEYAMA et al, 2003; CAVALLARI et al., 2006).

Os marcadores genéticos sdo a principal ferramenta para descrever os padrées da
variabilidade genética de uma populacéo natural, possibilitando avaliar a variabilidade
intra e interpopulagdes (TELLES, 2000; SEBBENN, 2002).

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagbes esta
relacionada com fatores intrinsecos a espécie, como 0 mecanismo de dispersdo de pdlen
e sementes, 0 sistema reprodutivo e cruzamentos, além dos fatores ambientais que
possam influenciar ou direciond-la. Os pardmetros, como o numero de alelos por loco, a
porcentagem de locos polimorficos, a heterozigosidade observada, heterozigosidade
esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg e o indice de fixacdo, sdo usados na
caracterizacdo da variabilidade genética intrapopulacional (PINTO; SOUZA &

CARVALHO, 2004; GUSSON et al., 2005).

3.3. Marcadores moleculares: tipos, importancia e aplicagoes

Os marcadores moleculares constituem regides do genoma possiveis de serem
detectadas e cuja presenca ou auséncia pode caracterizar um organismo (e qual sua
sequencia a funcdo). Esses marcadores mostram-se muito sensiveis & deteccdo do
polimorfismo, visto que as diferengcas entre as sequencias nucleotidicas de cada

individuo, revelam uma “impressdo digital” genética. Os tipos de marcadores



disponiveis diferenciam-se pela sua tecnologia utilizada, pela habilidade de detectar
diferenca entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia, repetibilidade,
quantidade exigida de material bioldgico, tipo de segregacdo (dominante e co -
dominante), entre outros (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Segundo Ferreira & Gratapaglia (1998) marcadores moleculares apresentam
uma série de vantagens em relacdo aos marcadores morfoldgicos, tais como: (1)
possibilidade de deteccdo de um numero praticamente ilimitado de marcas moleculares
(1) auséncia de variagdo por causa do ciclo de vida da planta (111) e ndo influéncia das
condicdes ambientais.

O primeiro marcador molecular, baseado no DNA, o RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) foi desenvolvido na década de 70, com a descoberta
das enzimas de restricdo. Em meados de 80, com o advento das técnicas de biologia
molecular, principalmente, a técnica de PCR (Polymerase Chaim Reaction), novas
classes de marcadores foram desenvolvidas, destacando-se, entre elas: RAPD (Random
Amplified Polymorphc DNA); AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism);
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) e Microssatélites (SSR-Simple
Sequence Repeats; ISSR-Inter- Simple Sequence Repeats) (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1998).

Atualmente, os distintos marcadores disponiveis constituem importantes
ferramentas para varios estudos, tais como, diversidade genética entre individuos,
dentro e entre populagcfes ou espécies relacionadas, mapeamento genético, identificacdo
e clonagem de genes, filogenia, estudos de evolugdo, melhoramento, criagdo de novas
variedades, biologia populacional e conservagdo de espécies (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1998; CAIXETA et al., 2006). Tanto na conservagdo como no

melhoramento genético de recursos genéticos é importante o conhecimento da estrutura



genética das espécies naturais, bem como de seus sistemas reprodutivos, a fim de se
determinar as areas mais importantes para conservacao.

Os marcadores moleculares também sdo amplamente utilizados em estudo de
filogenias moleculares e cladistica para acessar o conhecimento das relagbes evolutivas
entre as espécies (MARCATO & PIRANI, 2005; JARDIM DE VARGAS et al., 2006).
Esta &rea do conhecimento tem crescido amplamente desde 1990, devido ao
descobrimento de métodos mais rigorosos de construgdo de arvores filogenéticas,
combinado com a explosdo de informagdes de sequencias de DNA. De fato, a analise
das sequéncias de DNA permite elaborar relagbes de ancestralidade e descendéncia e
reconstruir a sequéncias evolutiva mais plausivel para um conjunto de organismos. Isto
é possivel porque os processos de analise e representacdo filogenética tem por base o
conceito da arvore, que consiste essencialmente num conjunto de ramos, sendo 0s
terminais correspondentes as diferentes unidades taxonémicas estudadas, e de nos,
correspondentes a hipotéticas formas ancestrais (NEI & NARUYA, 1987).

Com o desenvolvimento de técnicas e reagentes para segquenciamento
automatizado, o uso da informacdo contida no DNA de certos fragmentos tornou-se
vidvel para estudos envolvendo maior numero de taxons. Diferentes fragmentos de
DNA tém sido utilizados como fonte de caracteres para analise filogenética, sendo 0s
espagadores e/ou introns os fragmentos ideais para estudo infragenético, pois acumulam
mutacOes mais rapidamente do que regides codificantes, gragas a pressoes de sele¢éo
mais baixas atuando sobre eles. Assim essas regides ficam mais livres para variar,
fornecendo informacdes filogenéticas suficientes para evidenciar eventos evolutivos

(MATIOLLI, 2001).



3.4. Utilizagdo de marcadores ISSR para caracterizacdo genética de espécies

vegetais.

Para melhor entendimento da variabilidade genética, e principalmente, da sua
importancia, € necessario que se conheca a constituicdo genética da populacdo em
estudo. Uma das técnicas que vem sendo amplamente utilizada par estudos de
variabilidade genética é o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) que foi proposta pela
primeira vez por Zietkiewcz et al (1994). O ISSR é um método baseado na amplificacéo
de DNA por meio de PCR, que envolve a amplificagdo de fragmentos de DNA
presentes em uma distancia amplificavel entre dois SSRs ou Microssatélites idénticos
repetidos em orientagéo oposta (REDDY et al., 2002). O protocolo de ISSR utiliza um
Unico “primer”” complementar as sequéncia SSR, podendo ser ndo ancorado (GUPTA et
al., 1994; WU et al., 1994) ou mais usualmente, ancorado na extremidade 5" ou 3" com
1 ou 4 pares de bases degeneradas, que séo utilizadas para prevenir o deslizamento da
polimerase durante a amplificacdo, tornando o anelamento entre os “primers” e a
extremidade do microssatelite, mais especifica e reproduzivel (ZIETKIEWCZ et
al.,1994; BARTH et al., 2002).

A técnica do ISSR permite, portanto, a deteccdo de polimorfismo em locus
localizados entre os microssatélites, utilizando sequéncias simples repetidas (SSRs)
como “primers” (ZIETKIEWCZ et al.,1994; WU et al., 1994). A mudanga na taxa
evolutiva dentro dos microssatélites € considerada maior que em outras regifes do
DNA. Consequentemente, a probabilidade de polimorfismo dessas sequéncias é maior.
A deteccdo do polimorfismo via ISSR é realizada a partir da visualizagdo de bandas de
diferentes tamanhos em gel, de agarose ou poliacrilamida, sendo que cada banda

corresponde a uma sequéncia de DNA delimitada por dois microssatélites invertidos. A
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interpretacdo dos dados é realizada de forma simples: bandas em comum entre
gendtipos representam similaridade genética, ao passo que, bandas sem correspondentes
representam diferencas genéticas (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).

A utilizacdo do ISSR tem sido amplamente difundida por se tratar de uma
técnica réapida e de facil manuseio, que superou a maioria das limitagcbes dos outros
marcadores, combinando em sua maioria, vantagens do SSR e AFLP, tais como:a nao
necessidade de conhecimento prévio sobre a sequéncia de DNA como nos SSRs; baixo
custo da técnica quando se comparado com o AFLP; alto grau de polimorfismo; uso de
pequenas quantidades de DNA por reacdo (5 a 20ng); sem comentar a universalidade do
RAPD. Os ISSRs apresentam melhor reprodutibilidade das bandas quando comparado
ao RAPD, devido ao uso de “primers” longos, de 16-25pb de comprimento, 0s quais
suportam temperaturas de anelamento mais altas, resultando em condigdes de elevadas
estringéncias (REDDY et al., 2002).

A principal desvantagem dos ISSRs esta relacionada ao fato de apresentarem,
predominantemente, segregacdo dominante, ndo sendo téo informativos quanto 0s
SSRs, por exemplo, (GUPTA et al., 1994; RATNAPARKHE et al., 1998; WANG et
al., 1998), ndo podendo distinguir os heterozigotos de homozigotos.

Esses marcadores vém sendo utilizados desde a década de 1990 como fontes de
polimorfismo na identificacdo de gendtipo, confeccdo de mapas genéticos, selecdo e
conservacdo de germoplasma, biologia evolutiva, fingerprint gendémico, reconstrugdo
filogenética, selecdo assistida por marcadores (GUPT et al., 1994; HUSSAIN et al.,
2000; MARTIM & SANCHEZ-YELAMO, 2000; BORNET & BRANCHARD, 2004).

Entretanto, em plantas, os ISSRs tém sido amplamente empregados em
pesquisas sobre diversidade genética de populagdes, na estimativa da variacdo genética

dentro e entre populagdes, espécies ou taxons; e também em estudos de filogenia, como
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relatado em trabalhos com arroz (HUANG & SUN, 2000) e plantas ameacadas de

extin¢do (RAMP et al., 2006).

4. Metodologia

4.1. Origem do material vegetal

Neste estudo foram coletadas trés espécies do género Aniba: A. rosaeodora, A.
canellila e A. parviflora amostradas em &reas de ocorréncia natural em Manaus (reserva
Adolfo Lisboa Ducke) (3°22°30*’S e 57°37°30°W) (Figura 1). Em seguida foram
depositadas no banco de DNA do Laboratério de Biotecnologia Vegetal situado na

UNINILTON LINS - Manaus (Amazonas).

4.2. Coleta do material vegetal

Inicialmente foram amostradas folhas de 19 arvores de cada espécie. O material
vegetal (folhas jovens) de cada arvore foi colhido, seco com papel absorvente, colocado
num saco de pléstico zip com silica gel azul grossa segundo Chase & Hills, (1991) e
armazenado num recipiente hermético para se manter fresco durante o transporte até ao
laboratério. Em seguida, foi armazenado a -20 °C, onde foi mantido até o0 momento da

extracdo de DNA.
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Figural. Mapa indicando os locais da coleta (A).

4.3. Extracao de DNA gendmico

A extracdo de DNA das folhas foi realizada com base no protocolo
originariamente descrito por DOYLE & DOYLE (1987), com algumas modificacGes
sugeridas por Ferreira & Grattapaglia (1995) e outras estabelecidas no prdprio
laboratério, como a adi¢do de 10 mg/mL de Proteinase K no tampao de extracao e 0,49
de PVP (polyvinylpyrrolidone) no momento da maceracéo. Neste protocolo utilizou-se o
detergente cationico CTAB (cationic hexadecyl trimetyl ammonium bromide) com a
seguinte composic¢do: 100 mM de Tris-HCI pH 8,0, 2% de CTAB, 1,4 M de NaCl, 20

mM de EDTA (ethylenediaminetetraacetate), 1% de PVP e 2% de B-mercaptoetanol.
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Apos a extracdo, 0 DNA estoque foi armazenado em freezer a -20 °C e o DNA diluido
utilizado foi mantido em geladeira.

O processo de extragdo consistiu em:

Na etapa inicial da extracéo, cerca de 50g de folhas foram trituradas em graal de
porcelana, ap6s os mesmos permanecerem a -80 °C por aproximadamente 20 minutos,
sendo o po resultante transferido para tubos “eppendorf” com 2 mL de capacidade. Para
cada tubo foram acrescentados 900 pL de tampdo de extragdo CTAB. A mistura foi
agitada vagarosamente em agitador tipo vortex por 30 segundos. A seguir, as amostras
foram incubadas em banho-maria a 65 °C, por 30 minutos, sendo agitada por inversdo a
cada 10 minutos. Ap6s a incubacdo, foram acrescentados 700 pl cloroférmio: &lcool
isoamilico 24:1 (v:v), com subsequente agitacdo, suavemente, até se formar uma
emulséo. A separagdo das duas fases organicas e aquosas foi realizada por centrifugacéo
a 13.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para um
novo tubo, para o qual foi adicionado 400 pL (2/3 do volume pipetado anteriormente)
de Isopropanol frio para a precipitacdo dos acidos nucléicos. O material foi incubado
por uma hora a -20°C. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 75. 000 rpm por
10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado lavado duas vez com 1
mL de etanol 70% e uma Gltima vez com 1 mL de etanol 100%. Apos as lavagens, o
precipitado foi seco & temperatura ambiente e ressuspenso em 50 pl de tampdo TE, pH
8,0 (10mM Tris-HCI, 1ImM EDTA), seguindo-se de um tratamento com RNase, na
concentracdo final de 100 pg/Iml por 40 minutos a 37 °C. O material foi armazenado

em freezer a -20°C.
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4.4. Quantificagdo do DNA

A integridade e quantificagho do DNA foram determinadas por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%, contendo 0,2 pl de brometo de etidio (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). A estimativa da quantidade de DNA foi realizada
comparando-se 1ul de DNA amostral com padrdes do marcador de concentracdo do
fago Lambda (A). Para essa comparacdo foram aplicados no gel, juntamente com 1pul de
DNA, 2pul de tampao Loading e 3ul de dgua deionizada para cada amostra. As amostras
foram submetidas a eletroforese em minicubas horizontais, contendo tampéo TBE 1X
(Tris-Borato-EDTA) por aproximadamente 20 minutos a 80 volts.

Apo6s 20 minutos de corrida eletroforética, o DNA foi observado em um
transiluminador de ultra-violeta e a imagem foi fotografada com méaquina digital Sony
(DSC-H2). Para a reagdo de PCR-ISSR, as amostras foram diluidas para concentracéo

final 25 ng/ul.

4.5. Selecéo de primers e amplificagéo via PCR dos ISSRs

Para detecgdo de polimorfismo entre as espécies analisadas, foram selecionados
sete primers (Tabela 1) de um conjunto de 28 primers citados na literatura. Foram
considerados fragmentos amplificado com tamanho variando de 180 pb a 1600 pb. As
condigdes de amplificacdo de DNA foram conduzidas em termociclador Endurance
Techene TC-512, com o DNA gendmico das espécies de Aniba como tamplete, 0s
primer citados a cima e pré- mix GoTaq® Green Master Mix, segundo orientagdes do

fabricante.
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As reacOes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 10 ul
contendo os seguintes reagentes: 2 ul de DNA, 1 pl de “primer”, 2 ul de agua
deionizada ¢ Sul de GoTaq® Green Master Mix. As reacdes de PCR foram conduzidas
como se segue: 4 min a 94°C, seguido de 30 ciclos com 45 seg. de desnaturagéo a 94 °C,
45 seg. de anelamento a 55 — 62 °C (dependendo do par de primer), 1 a 4 min de
extensdo a 72 °C (dependendo do tamanho do fragmento a ser amplificado) e 10 min de
extensdo final a 72 °C.

Os produtos amplificados foram separados em gel de eletroforese 1,5% em
tampdo TBE, com tensdo constante de 110V por quatro horas. Em seguida os
fragmentos amplificados foram observados em um transiluminador de ultra-violeta e a
imagem foi fotografada com méquina digital, o tamanho dos fragmentos pode ser
estimado pela comparagdo das bandas migradas no gel com o marcador molecular de

peso Ladder 100 pb.

4.6. Analise dos dados.

Para andlise dos dados de ISSR, os perfis das bandas obtidas foram convertidos
em uma matriz binéria de presenca (1) e auséncia (0) de bandas. Foram excluidas das
analises bandas que apresentaram baixa repetibilidade e/ou intensidade e também as
bandas apresentaram a mesma mobilidade e mesmo peso molecular para todas as
amostras, conhecidas como bandas monomorficas. O tamanho dos fragmentos de DNA
amplificados foi verificado por meio de padrdo de peso molecular (100pb DNA
Ladder). Nas anélises foram considerados fragmentos de DNA de tamanho 170 a 1600
pares de bases. A matriz de dados binarios foi utilizada para avaliar o nivel de

polimorfismo referente as espécies. Cada fragmento foi considerado como um loco.
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4.7. Diversidade genética

As anélises da diversidade genética foram efetuadas pelo programa POPGENE
versdo 1.32 (Population Genetic Analysis ) (YEH et a.l, 1997), utilizando parametros
para dados dipldides dominantes, ou seja, assumindo-se o equilibrio de Hardy-
Weinberg entre as populacdes. Foram estimados o nimero de alelos observados (n,), 0
nuamero efetivo de alelos (ne) (KIMURA & CROW, 1964), a porcentagem de locos
polimérficos (utilizando-se o critério de 99%), e o indice de Shannon (1) (LEWONTIN,
1972).

As similaridades genéticas entre as populacbes (Nei, 1978), estimadas no
programa FTPGA, versdo 1.3 (Tools for Population genetic Analysis) (MILLER, 1997),
foram utilizadas para a constru¢do do dendrograma, por meio do método UPGMA
(Unweighted pair group method arithmetic average) (DIAS, 1998), empregando o

indice de Jaccardd.

5. Resultados e Discussao

5.1. Extracdo de DNA

Foi extraido o DNA de 57 individuos coletados pertencentes a trés espécies do
género Aniba (Aniba rosaedora, Aniba canellila, Aniba parviflora), selecionadas para
este estudo, sendo o numero amostral por espécie igual a 19 individuos. Os &cidos
nucléicos foram obtidos pelo método CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987), com algumas

modificagdes, como a adi¢do de PVP (Polyvinylpyrrolidone) no momento da maceragéo
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e a adicdo de 10 mg/ml de proteinase K no tampéo de extracdo, que permitiu a completa
inibicio da oxidacdo fendlica no macerado em funcdo do elevado teor de
polissacarideos, permitindo a purificacdo de DNA gendmico com boa qualidade e em
quantidade satisfatoria (Figura 2). A integridade e qualidade do DNA foram
confirmadas com o uso de espectrofotometria - NANODROP. Santos et al (2007)
obtiveram DNA de A. rosaeodora (pau-rosa) utilizando o método CTAB, como descrito
originalmente, para utilizacdo das amostras em reagdes de amplificagdo por PCR em
analise de RAPD (Random Amplification Polymorfic DNA), mas também observaram a
ocorréncia de oxidacéo fendlica em parte das amostras. A adi¢do de PVP parece ter tido
efeito aditivo na prevengdo da oxidacdo dos &cidos nucléicos das espécies estudadas
(KIM et al., 1997). Muitos autores tém descrito modificagdes no protocolo original de
extracdo de DNA por CBTA, ajustando sua metodologia a condigdes especiais,
(PADMALATHA & PRASAD, 2006; PALOMERA-AVALOS et al., 2008). O
protocolo de extragdo de DNA apresentado neste trabalho pode servir de referéncia para
extracdo de &cidos nucléicos de outras espécies de Lauraceas, que pelo alto teor de
substancias fendlicas presentes em seus 6leos essenciais, apresentam alta atividade de

oxidacao fendlica.
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Figura 2- Visualizacdo das bandas de DNA extraido de 5 individuos adultos de Aniba rosaeodora em
gel de agarose 1%. As colunas de 1 a 2 - padrdes de peso molecular do DNA do fago-lambda
correspondem respectivamente a 100 e 200 ng/ul. As colunas de 3 a 7 - DNA gendmico total
extraido da espécie. Embora a foto mostre individuos de A. rosaeodora todas as espécies

apresentaram mesmo padrdo de extracio.

5.2. Amplificacdo do DNA

Foram selecionados 7 “primers” para serem usados na amplificacdo de lécus
polimérficos em funcdo do elevado numero de marcas polimorficas, maior
reprodutibilidade no padrdo de bandeamento e maior nitidez (Tabela 1). Os nimeros
minimo e maximo de bandas observadas, respectivamente, foram 10 (para ISSR 15) e
31 (para ISSR 9), ambos em A. rosaeodora, somando uma média de 20 bandas
polimorficas por “primer”. Estes resultados caracterizam a elevada capacidade na
deteccdo de polimorfismo por meio dessa técnica. O mesmo ocorreu em outros
trabalhos (WOLFE et al., 1998; RUAS et al., 2003; ROSSATO et al., 2007). O grau de
consisténcia da técnica foi medido por meio da analise de duas amostras independentes
de cada espécie. Todos os locos analisados estavam presentes nas duas extracBes

independentes, caracterizando o elevado grau de consisténcia da técnica de ISSR no
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estudo do polimorfismo de DNA no género Aniba. Resultados semelhantes foram
obtidos por YANG et al. (1996) em sorgo. Na figura 3 é mostrado o padrdo de
fragmentos gerados pelo marcador ISSR 32, em amostras de DNA de A. canelilla e A.

parviflora e A. rosaeodora.

Tabela 1. Primers de ISSRs utilizados nesse estudo, suas temperaturas de anelamento e nimero de pares

de bases.

Primer Sequéncia T°anel. PB
ISSR 9 (AC ACACACACACACAQC)-CG 55.5 18
ISSR12 (GACAC GACAC GACAC GACAC) 60.5 20
ISSR15 (CACACACACACACACACA)-AG 55.5 18
ISSR20 CCA-(CGA CGA CGA CGA CGA) 53 18
ISSR 27 GAC-(CAA CAA CAACAACAA) 55 18
ISSR29 (AG AG AG AG AG AG AG AG)-GCC 54 19
ISSR 32 (GA- GA- GA- GA- GA- GA- GA- GA)-ATC 54 19
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Figura 3 - Padrdo de fragmentos gerados pelo marcador ISSR 32, em amostras de DNA de (@) A. canelilla, (b) A. parviflora e (c) A
rosaeodora De 1 a 10 = amostras e M = marcador Ladder 100pb).
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5.3. Polimorfismo genético

O percentual de polimorfismo total para cada espécie pode ser observado na
tabela 2. As reagdes de amplificagéo resultaram em um total de 321 bandas para as trés
espécies, desse total, 227 foram polimdrficas o que corresponde a 86.29%. Santos et al
(2007), utilizando marcadores RAPD também encontraram elevada porcentagem de
locus polimorficos (98,04%) para espécie do género Aniba. Em comparagdo com
marcadores co -domiantes, em geral, marcadores dominantes apresentam maiores niveis
de diversidade genética (GE & SUN, 2001).

A populagdo de A. roseadora apresentou 0 maior nimero de locos polimorficos
com uma porcentagem de 40,50% (130 bandas), seqguida de A. canellila, com 34,58%
(111 bandas), e a populacdo de A. parviflora apresentou 0 menor nimero de
polimorfismo, com 32,71%, (105 bandas), todos foram testados em uma significancia
de 1% de probabilidade de erro. Os marcadores moleculares ISSR vém sendo utilizados
de maneira bastante eficiente na estimagdo da diversidade genética em niveis intra e
interespecificos (AJIBADE et al., 2000; RAINA et al., 2001; BORNET et al., 2002).

O potencial oferecido pelos marcadores ISSR depende da variabilidade,
frequéncia e da distancia entre dos microssatélites, variando com as espécies e com 0s
motivos SSR que s&o utilizados como primers, que podem diretamente influenciar na
geracdo de bandas (HADIA et al., 2008). Este fato pode explicar o baixo percentual de
polimorfismo médio dentro das populacdes aqui estudadas (35,93%). E provavel que
um maior numero de primers oferecesse uma informacdo adicional, uma vez que
poderia atingir com maior abrangéncia o genoma das espécies do género Aniba.

Entre os primers selecionados, o ISSR 29 amplificou uma banda discreta e

reproduzivel em um comprimento de aproximadamente 530 pb, especificamente, na
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espécie A. rosaeodora. Esta banda representa um indicativo de um possivel marcador
para identificacdo desta espécie. Um bulk fechado de 19 individuos para cada espécie
foi utilizado para confirmar o aparecimento da banda (Figura 4). Um dos grandes
problemas enfrentados por produtores de muda da pau-rosa (A. rosaeodora) visando a
extracdo do 6leo, é a identificacdo equivocada. O desenvolvimento de protocolos para
identificacdo dessa espécie, com base em marcadores moleculares, se faz necessario,
tanto para o manejo florestal, estruturagdo de plantios como para a seguridade e

procedéncia do 6leo essencial comercializado.

Tabela 2- Numero total de bandas e porcentagem de locos polimérficos entre as espécies do género Aniba

analisadas.
Espécie Total de bandas P%
Aniba rosaedora 130 bandas 40,50%
Aniba canellila 111 bandas 34, 58%
Aniba parviflora 105 bandas 32,71%
Média 115,3 35,93%
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Figura 4. Perfil eletroforético de marcadores ISSR em trés espécies de Aniba. Amostras 1 —Aniba
rosaeodora, 2- Aniba canellila e 3 — Aniba parviflora. M= marcador ladder 100 pb, as setas indicam a

banda especifica em aproximadamente 530 pb.

5.4. Diversidade genética

Os valores da Diversidade de Shannon-Wiener (SHANNON & WIENER, 1949)
observados para A. rosaeodora foi de 0.0931; para A. canellila foi de 0.0805 e 0.0852
para A. parviflora e o nimero de alelos observados (n,) variou de 1.33 a 1.45 e 0
nimero de alelos efetivos (ne) variou de 1,12 a 1,14 (Tabela 3).

A média da diversidade genética entre as espécies foi de 0.2765, este valor pode
ser considerado moderado uma vez que o indice de Shannon-Wiener variade 0 al e

considera que quanto mais proximo de O mais baixa a diversidade. Em geral, as
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estimativas de diversidade genética foram inferiores ao que tem sido observado em
populacdes de outras espécies arboreas tropicais estudadas como 0 mogno, Swietenia
macrophylla (GILLIES et al., 1999; CESPEDES et al., 2003), andiroba, Carapa
guianensis (HALL et al., 1994b), Ipé-amarelo Tabebuia serratifolia e cedro Cedrela
odorata (MARTINS et al., 2008).

A diversidade genética presente entre os individuos das espécies de Aniba
estudadas estd diretamente relacionada com a capacidade de dispersdo das suas
sementes. Espécies do género Aniba possuem dispersdo do tipo zoocorica, ou seja,
quando as sementes sdo dispersas por animais. Estes geralmente comem varios frutos de
uma s vez, e depositam as sementes junto com as fezes em locais distantes, acarretando
a formacéo de grupos de individuos geneticamente relacionados, o que pode ter limitado
a amostragem de individuos mais divergentes. Em um estudo realizado por
SPRIRONELLO et al., 2004, avaliando o grau de dispersdo dos frutos em Aniba
rosaeodora relataram que 60% dos frutos analisados n&o tinham potencial para serem
dispersos, por estarem infestados por larvas ou devido a abortos espontaneos, estes
fatores podem estar relacionados com a baixa diversidade genética aqui encontrada para
as espécies estudadas.

Outro fator que também pode influenciar na diminuigdo da diversidade genética
dentro nas trés do género Aniba estudadas, é a exploracéo desordenada dessas espécies
que tem diminuido drasticamente suas populagdes naturais, aumentando assim o risco
de depresséo por endogamia, pois populagbes pequenas geralmente sofrem endogamia.
Endogamia significa o acasalamento de individuos que s&o relacionados por
ascendéncia, ou seja, diz respeito a homozigotos que possuem alelos idénticos por
ascendéncia. Com base nos resultados gerados, uma estratégia que pode ser proposta

para aumentar a diversidade genética das espécies estudadas, seria a introducdo de
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novos individuos das espécies visando o aumento da heterosigosidade dentro das
populacbes, contribuindo assim para o aumento da variabilidade genética e a
manutenc¢do das espécies. Outra solu¢do mais seria é o estabelecimento de bancos ativos
de germoplasma, onde as espécies seriam protegidas. Nesse caso, & necessario um
manejo efetivo, o que exige conhecimento ecoldgico e recursos financeiros.

A compreenséo dos efeitos das agdes do homem sobre a biodiversidade constitui
um item fundamental para o sucesso de programas de conservacdo florestal. A
preservacdo da diversidade genética se tornou objetivo da maioria desses programas e
conhecer a distribuicdo desta diversidade dentro e entre populacBes naturais é o
primeiro passo (CAVALLARI, 2004). O conhecimento do modo como a variagdo
genética de uma espécie esta distribuida em suas populacbes é essencial para a sua
conservacdo, como também, para o estabelecimento de formas de exploragdo

econdmica.

Tabela 3. Estimativas da diversidade genéticas em trés espécies do género Aniba do Amazonas. n,:
nimero de alelos observados; ne: nimero de efetivos; Percentual de locos polimérficos (P), Indice de

Diversidade de Shannon-Wiener (1), entre paréntese, o desvio padrao.

Espécie Na Ne I P
A.rosaeodora  1.40 (0.4917) 1.14 (0.2592) 0.09 (0.1478) 40,50
A. canellila 1.35 (0.4764) 1.13 (0.2517) 0.08 (0.1432) 34,58
A. parviflora 1.32 (0.4699) 1.14 (0.2692) 0.08 (0.1522) 32,71
Média 1.36 1.13 0.28 35,93
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5.5. Analise da Matriz de Similaridade

A similaridade genética entre as trés espécies do género Aniba estimada por meio de
marcadores ISSRs est apresentada da tabela 4 e pela figura 5, mostrando que a maior
similaridade genética ocorreu entre as espécies, A. rosaeodora e A. parviflora tendo
uma distancia genética de 0,1041 que também é sustentado pelo resultado da Identidade
Genética de Nei, (1978). Onde seus valores calculados entre pares de populagdes,
variaram de 0,9011 entre A. parviflora e A. rosaeodora, valores estes que, por serem
proximos a 1, mostram o alto grau de similaridade genética entre as espécies avaliadas
(Tabela 4). Estes resultados podem auxiliar a explicar a frequente dificuldade na
identificacdo botéanica destas espécies, o que propicia a comercializagdo errdnea de seus
6leos essenciais. Trabalhos comprovam que marcadores moleculares podem auxiliar na
identificacdo de acessos de colecdes, bem como pode ser usado na classificagéo
daqueles ainda néo identificados botanicamente e, ainda, na reclassificacdo de alguns
acessos erroneamente identificados (RAINA et al., 2001; SINGH et al., 2004,
ROSSATO et al., 2007).

A alta similaridade genética entre essas duas espécies pode sugerir o possivel
surgimento de hibridos naturais. J& foram observados hibridos naturais em espécies
florestais como Acacia, Pinus e Eucalyptus, neste ultimo os hibridos ndo podem ser
distinguidos dos parentais, se ndo por meio de genotipagem (ZOBEL at al., 1987;
THAM, 1976; CRITCHFIELD, 1973). A hipdtese de hibridos entre A. rosaeodora e A.
parviflora, pode estar relacionada com o aparecimento de ecotipos, relatado por MAY
& BARATA (2004). Para confirmagdo de hibridos em espécies de Aniba, faz necessério
um estudo amplo e detalhado, da biologia floral, reprodutiva e da citogenética dessas

espécies.
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Por outro lado os resultados indicam que a maior distancia genética encontra-se
entre as espécies A. rosaeodora e A. canellila tendo uma distancia genética de 0,1423
que também é sustentado pelo resultado da Identidade Genética de Nei, (1978). Onde
seus valores calculados entre pares de populagfes, variaram de 0,8673 entre A.
rosaeodora e A. canellila (Tabela 4) .

O resultado observado no dendrograma (Figura 6) sugere a existéncia de
estruturacdo genética espacial entre as espécies, visto que individuos proximos tendem a
apresentar menor distancia entre si do que de individuos distantes. Na natureza, as
plantas em uma populacdo apresentam geralmente estruturas agregadas ou em grupos de
individuos, que geralmente sdo geneticamente aparentados (HUTCHINGS, 1986). Em
termos de melhoramento, isso indica a necessidade de diversificar a cole¢do, buscando
coletar materiais silvestres e em outras regides com maior diversidade do género, dados
esses que seriam teoricamente mais divergentes (TOQUICA et al., 2003). Sendo assim,
a selecdo deve priorizar individuos mais divergentes a fim de procurar explorar a
heterose, ou vigor hibrido. Tendo em vista que o dendrograma foi construido com base
em marcas genéticas de heranca dominante e supostamente neutra, ndo é possivel
garantir que os cruzamentos de individuos, localizados em grupos divergentes,
expressaram heterose.

Alguns individuos de A. canellila, A. parviflora e A. rosaeodora ndo formaram um
agrupamento exatamente coeso, sugerindo possivel erro na identificagdo no momento
da coleta ou na manipulacdo no laboratério. A confirmagdo da origem do ndo
agrupamento sera possivel com a re-extracdo do material coletado que serd feita

posteriormente.
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Tabela 4. Estimativa da distancia genética de Nei, (1978) diagonal inferior e valores de Identidade

genética de Nei, (1978) diagonal superior, para A- A. rosaeodora, B- A. canellila e C- A.parviflora.

Espécies A B C
A falaie 0.89 0.90
B 0.11 kel 0.87
C 0.10 0.14 Frk
| l l l |
| I I I 1
1,00 0,75 0,50 0,25 0,00
A
0,1041%
0,1423% C
B

Figura 5. Dendrograma das espécies analisadas: A- A. rosaeodora , B - 2- A.canellila, C- A. parviflora.
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Método de agrupamento: Liqacao entre grupos (UPGMA)

> A. rosaeodora

> A. parviflora

_/
. e
\
> A. canellila
e E— J

Figura 6. Dendrograma de similaridade genética entre as espécies de Aniba, baseado no Coeficiente de

Jaccard, mostrando a formagdo dos grupos.
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O estudo de diversidade genética entre as espécies do género Aniba é essencial para
0 entendimento da estrutura genética dessas espécies, podendo fornecer um melhor
delineamento de estratégias de conservacdo e manejo, bem como, para o
estabelecimento de formas de exploragéo econdmica. Desta forma, a informacéo gerada
sobre a similaridade ou divergéncia genética de individuos pode ser de grande valor,
especialmente se 0 objetivo do estudo for o melhoramento genético. Além disso, 0s
resultados gerados por esta andlise podem também ser incluidos em programas de
conservacdo genética tanto in situ quanto ex situ, uma vez que mostra se ha a existéncia

de moderada diversidade genética dentro das espécies.

6. Conclusoes

e As modificagdes propostas para 0 método de obtencdo de &cidos nucléicos

CTAB, foram eficientes para as espécies de Aniba analisadas.

e O indice de diversidade genética entre as espécies de Aniba foi considerado

moderado.

e Alta similaridade genética entre as espécies A. rosaeodora e A. parviflora.
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